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Le génome du virus de l’hépatite C (VHC), membre des Flaviviridae, est constitué d’un ARN 
monocaténaire linéaire de polarité positive, et contient un seul cadre de lecture ouvert flanqué 
par deux régions non traduites désignées 5’UTR et 3’UTR. Ces régions contiennent des 
éléments structurés qui sont importants pour la régulation des processus de traduction et de 
réplication virale. Mon projet de recherche vise le 3’UTR. Celui-ci a une structure tripartite 
composée d’une région variable (VR), une région poly (U/UC) et une région X. Notre 
laboratoire a identifié une séquence VR qui forme une structure duplexe avec une séquence 
distale située dans le NS5B. Considérant que le gène NS5B code pour la polymérase virale, et 
que la 3’UTR est impliquée dans la réplication virale, nous postulons que ce duplex pourrait 
contrôler le niveau de synthèse de l'ARN du VHC. Afin de tester cette hypothèse, nous avons 
construit des mutants individuels des séquences VR et NS5B du VHC 1b afin d’empêcher la 
formation du duplex, ainsi qu’un mutant complémentaire aux deux sites permettant la 
reconstitution du duplex. L’ARN provenant de ces constructions a été synthétisé in vitro et 
transfecté dans les cellules Huh7.5. Au 9e jour de culture, l’ARN a été extrait des cultures, et la 
technique RT-qPCR a été ensuite utilisée afin de quantifier et comparer les niveaux d’ARN viral 
provenant des cultures transfectées avec les mutants versus celles transfectées avec le virus 
parental. Les résultats obtenus montrent une augmentation de 5.3X et 3.4X, respectivement, 
entre les niveaux d’ARN viral produits de cultures transfectées avec le virus muté dans les 
régions 3’UTR-VR et NS5B, comparé au virus parental. Cependant, l’ARN viral obtenu suite à 
la reconstitution des deux sites complémentaires montre une augmentation de 2.6X. Malgré que 
la différence entre les niveaux d’ARN des virus mutants ne soit pas statistiquement significative 
lorsqu’on les compare avec le niveau d’ARN généré par le virus parental, la tendance suggère 
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que la fonction des séquences appariées serait de moduler à la baisse la synthèse de l’ARN viral. 
Il sera nécessaire de poursuivre davantage ce travail afin de mieux comprendre le rôle de la 
structure duplexe VR-NS5B sur la réplication du VHC.  
 



















The hepatitis C virus (HCV), a member of the Flaviviridae, contains a single (+) strand linear 
RNA genome which incorporates one long open reading frame flanked by two untranslated 
regions known as the 5’UTR and 3’UTR. These regions contain structures known to function in 
the regulation of HCV translation and replication. The 3’UTR is the focus of this research 
project. Its tripartite structure consists of a variable region (VR), a poly (U/UC) region and the 
X-tail. Our laboratory recently identified a VR sequence forming a duplex structure with a distal 
sequence located in the NS5B gene. Because NS5B encodes the viral polymerase, and seeing 
that the 3’UTR is involved in viral replication, we postulated that this duplex may function in 
controlling the level of HCV RNA replication. To test this hypothesis, we constructed HCV 1b 
mutants in the respective VR and NS5B annealing sequences to disrupt complementarity and 
prevent duplex formation. We also created a mutant with complementary mutations at both sites 
to reconstitute the duplex. RNA from these constructs was synthesized in vitro and transfected 
into Huh7.5 cells. Following a 9-day incubation period, RNA from all transfected cultures was 
harvested and HCV RNA was quantified by RT-qPCR. The data indicate an increase of 5.3X 
and 3.4X for HCV viral RNA harvested from cultures with disrupted 3’UTR-VR and NS5B, 
respectively, relative to wild-type HCV 1b, whereas the reconstituted HCV construct yielded a 
2.6X increase in viral RNA. While these figures do not reach statistical significance, they 
suggest that the duplex structure modulates HCV replication downward. Further pursuit of this 
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1.1 L’hépatite C 
 
1.1.1 Historique de l’hépatite C 
Durant les années soixante-dix, un nouveau virus de l'hépatite a été reconnu chez les 
receveurs de transfusion sanguine, identifié comme hépatite non-A, non-B (Feinstone, Kapikian 
et al. 1975, Houghton 2009). Depuis, plusieurs recherches ont été faites afin d’identifier ce 
nouveau virus et développer un modèle cellulaire qui permet la réplication virale (Lohmann, 
Korner et al. 1999). 
En 1987, Michael Houghton,Qui-Lim Choo et George Kuo ont collaboré avec le Dr. Daniel 
Bradley pour créer une technique de clonage moléculaire afin de séquencer le génome viral. 
En 1988, l'existence de ce virus a été confirmée par une vérification de sa présence chez un 
groupe de patients atteints d’hépatite non A non B, et en 1989 ils lui ont conféré le nom de virus 
de l'hépatite C (VHC) (Choo, Kuo et al. 1989, Kuo, Choo et al. 1989). L’infection au VHC a 
rapidement été reconnue comme une maladie silencieuse et pernicieuse. La Figure 1.1 montre 




Figure 1.1: Les événements historiques de la découverte du virus de l’hépatite C 
(Moradpour, Penin et al. 2007). 
 
1.1.2 L’épidémiologie et la prévalence 
Le virus de l’hépatite C est un problème de santé publique répandu mondialement. Selon 
les estimés, 170 - 210 millions de personnes, soit 3% de la population mondiale, sont touchées 
par l’infection VHC chronique. Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 3 à 4 
millions de personnes sont nouvellement infectées chaque année et plus de 500 000 individus 
meurent annuellement de pathologies hépatiques liées au VHC (Lozano, Naghavi et al. 2012). 
Aussi, 0.6 à 0.7 % de la population canadienne vit avec l'hépatite C chronique en 2011 ; 




On rencontre l’hépatite C partout dans le monde. La prévalence varie considérablement d’une 
zone géographique à l'autre et à l'intérieur de la population évaluée. Selon l’estimation de l’OMS 
en 2016, les régions les plus touchées sont l’Afrique, l’Asie centrale et orientale et l'Europe 
orientale, alors que l'Amérique du Nord et l'Europe occidentale présentent la prévalence la plus 
faible (Cornberg, Razavi et al. 2011). Plus précisément, le Royaume-Uni et la Scandinavie 
possèdent les plus bas taux d’infection, soit de 0.01 à 0.1 %, tandis que les taux les plus élevés 
sont enregistrés en Égypte, où 15 à 20 % de la population est infectée (Frank, Mohamed et al. 
2000, Alter 2007).  
 
1.1.3 Les modes de transmission 
L’hépatite C se transmet par contact avec du sang infecté, et ce, 10 à 15 fois plus 
facilement que le VIH (Heintges and Wands 1997). Les comportements les plus dangereux en 
regard de la transmission sont ceux entourant le partage du matériel servant à la consommation 
de drogues injectables. Le risque de transmission par voie sexuelle a été considéré comme une 
voie relativement inefficace pour la transmission du VHC, mais la co-infection par le VIH peut 
potentiellement augmenter ce risque (Blackard, Shata et al. 2008). Le partage de matériel 
personnel contaminé par du sang infecté et les transfusions sanguines (10 % des cas de VHC) 
constituent également un risque de transmission. Toutefois, d’autres modes de transmission ont 






1.1.4 Les maladies associées 
Le VHC peut entraîner à la fois une infection hépatique aiguë et une infection chronique, 
dont la gravité est variable, pouvant aller d’une forme bénigne qui dure quelques semaines à une 
maladie grave qui s’installe à vie. La forme aiguë de la maladie est généralement 
asymptomatique dans 60 à 70 % des cas. Selon l’OMS, l’infection chez 55 à 85% des personnes 
infectées évoluera vers la forme chronique de la maladie, dont 20 à 30% des cas développeront 
une cirrhose, qui a le potentiel de se dégénérer en carcinome hépatocellulaire (Hoofnagle 1997).  
 
1.2 Le virus de l’hépatite C 
 
1.2.1 Classification du virus de l’hépatite C 
La famille des Flaviviridae regroupe les virus enveloppés à ARN positif simple brin 
répartis dans trois genres, notamment les flavivirus, pestivirus, et hepacivirus. Le VHC est classé 
parmis les hepacivirus (Farci 2002). Les membres de cette famille partagent des similarités par 
rapport à la morphologie du virion, l’organisation du génome viral et la stratégie de réplication.  
 
1.2.2 Génotypes et sous-types 
En se basant sur une analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques, plusieurs 
génotypes et sous-types du VHC ont été identifiés. Les génotypes dérivent d’une hétérogénéité 
génétique au niveau des séquences nucléotidiques et sont numérotés d’après l'ordre de leur 
découverte. Les souches à l'intérieur de chacun des génotypes sont désignées comme des sous-
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types. Le complexe des variantes génétiques retrouvées dans un isolat particulier est appelé la 
quasi-espèce. Après des années de recherche, ils ont pu identifier sept génotypes de VHC, 
désignés de 1 à 7, et plusieurs sous-types (environ 67) identifiés par des lettres minuscules 
(Smith, Bukh et al. 2014). Les génotypes se différencient à >30% au niveau des séquences 
nucléotidiques (Gottwein, Scheel et al. 2009). Les génotypes et sous-types ont une distribution 
géographique mondiale variable et leur prévalence relative varie d'une région géographique à 
l'autre (Figure1.2). 
Le génotype 1 est le plus répandu dans le monde et est associée au développement d'une 
infection chronique. Ce génotype est moins susceptible de répondre au traitement par l'interféron 
comparativement aux génotypes 2 et 3 (Zein 2000). En Amérique du Nord, les génotypes les 
plus fréquents sont les 1a et 1b, et en Amérique du Sud ce sont les 1a, 1b et 3a. Le génotype 3a 
est particulièrement répandue par voie intraveineuse chez les toxicomanes en Europe et aux 
États-Unis (Pawlotsky, Tsakiris et al. 1995). Le génotype 4 semble être répandue en Afrique du 
Nord et au Moyen-Orient (Simmonds, McOmish et al. 1993, Chamberlain, Adams et al. 1997), 
et les génotypes 5 et 6 semblent se limiter à l'Afrique du Sud et à Hong Kong, respectivement 
(Smith, Pathirana et al. 1997, Simmonds 2001). Le génotype 7, découvert en 2007, a été isolé 
au Canada à partir d'un immigrant de l’Afrique centrale (Messina, Humphreys et al. 2015).Il est 
toujours important de distinguer le génotype et le sous-type lors de la prise en charge d’un 





Figure 1.2 : Arbre phylogénétique du virus de l’hépatite C (Simmonds 2013). Cette 
topologie a été construite à partir d’une partie des séquences codantes de la protéine NS5B du 
virus de l’hépatite C des génotypes 1 à 7. Les branches majeures et mineures de l’arbre 
phylogénétique correspondent respectivement aux génotypes et aux sous-types du VHC.  La 












1.3 Caractéristiques générales du VHC 
 
1.3.1 La structure 
En termes de morphologie, le VHC, tout comme les autres membres de la famille 
des Flaviviridae, est constitué de trois structures (Figure1.3); (1) une enveloppe lipidique 
provenant fort probablement du réticulum endoplasmique (RE), sur laquelle sont ancrées deux 
glycoprotéines, E1 et E2, organisées en complexes hétérodimériques non covalents (Cocquerel, 
Duvet et al. 1999); (2) une capside protéique de forme icosaédrique, formée par la 
polymérisation de la protéine Core; (3) le génome viral, constitué d’une molécule d’ARN simple 
brin mesurant 9,6 kb. Des études effectuées par filtration de sérums de chimpanzés à travers des 
membranes de polycarbonate ont permis de déterminer que la taille approximative de la 
nucléocapside du VHC varie entre 30 et 60 nm (He, Alling et al. 1987, Yuasa, Ishikawa et al. 






Figure 1.3: Diagramme simplifiée de la structure du virus de l'hépatite C (Sharma 2010). 
Le VHC est constitué d’une protéine Core qui interagit avec le ssARN génomique viral pour 
former la nucléocapside. E1 et E2 sont deux glycoprotéines de l’enveloppe associées à la 
membrane. 
 
Le VHC circule sous diverses formes dans l'hôte infecté et s’associe à des lipoprotéines de basse 
densité (LDL) et à des lipoprotéines de très basse densité (VLDL), les deux appartenant à la 
fraction infectieuse. D’autres particules virales sont liées à des immunoglobulines ou constituent 
des virions libres (Andre, Komurian-Pradel et al. 2002, Andre, Perlemuter et al. 2005, 






1.3.2 Organisation du génome 
Le génome des Flaviviridae est constitué d’une molécule d'ARN à brin positif, 
monocaténaire, linéaire, non segmenté d'une taille de 9,6 kb, avec un cadre de lecture ouvert 
(ORF) codant une polyprotéine de 3000 acides aminés (Choo, Kuo et al. 1989, Chevaliez and 
Pawlotsky 2006, Suzuki, Aizaki et al. 2007). Le génome est riche en G-C, et se retrouve sous 
forme très structurée dans le cytoplasme des cellules infectées et dans les particules virales. Le 
seul cadre ouvert de lecture est flanqué aux extrémités 5’ et 3’par des régions non traduites 
(désignées UTR pour ‘untranslated region’ ou NTR pour ‘non-translated region’) hautement 
conservées (Figure 1.4). Le 5’UTR mesure342 nucléotides (nt) et le 3’UTR mesure environ 225 
nt (Yi and Lemon 2003). Ces deux extrémités du génome contiennent des éléments de contrôle 
de la traduction de la polyprotéine virale et de la réplication. Le précurseur est clivé en au moins 
dix protéines différentes, notamment les protéines structurales Core, E1 et E2, et les protéines 











Figure 1.4: Le génome du VHC et les protéines virales avec leurs fonctions (adaptée par 
(Bartenschlager, Lohmann et al. 2013)). Le génome du VHC et les protéines encodées : le 
cadre de lecture ouvert (ORF) codant les protéines structurales et non-structurales est flanqué 
par les régions 5’ et 3' non-traduites. Les codons initiateur et terminal de l'ORF sont indiqués. 
Les ciseaux indiquent les sites de clivage de la polyprotéine par les peptidases cellulaires. 
L’astérisque indique le site de maturation en carboxy-terminal de la protéine Core, médiée par 
une peptidase signal- peptide. Les flèches réfèrent à un clivage par des protéases virales. 
 
 
1.3.3 Protéines virales 
Le cadre de lecture ouvert comporte 9024 à 9111 nucléotides. Ce chiffre varie selon le 
génotype. Un processus de maturation co- et post-traductionnelle permet le clivage de la 
polyprotéine pour donner naissance à des protéines structurales (Core et les protéines 
d’enveloppe E1 et E2) et les protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et 





1.3.3.1 Protéines structurales 
La protéine Core 
La protéine de la capside virale Core est très conservée d’une souche virale à l’autre et 
fortement antigénique. Elle est la première protéine structurale alignée sur le cadre ouvert de 
lecture et sert essentiellement à la formation de la capside par polymérisation. Elle est clivée au 
niveau d’une séquence signal interne située entre Core et E1. Core interagit directement avec de 
nombreuses protéines cellulaires qui jouent probablement un rôle dans la modulation de ses 
fonctions incluant sa capacité à s’assembler (McLauchlan 2000, Klein, Dellos et al. 2005). 
Cette protéine possède deux hélices hydrophiles et un domaine hydrophobe(Boulant, Vanbelle 
et al. 2005). Le domaine hydrophile N-terminal (D1) est essentiel à la liaison de l’ARN et à 
l’oligomérisation, un phénomène important dans l’assemblage du virion (Klein, Dellos et al. 
2005). D1 est également impliquée dans les interactions avec de nombreux facteurs cellulaires 
(de Chassey, Navratil et al. 2008) et peut ainsi contribuer à des altérations des fonctions de la 
cellule hôte lors d'une infection par le VHC. À l’aide du domaine hydrophobe C-terminal (D2), 
Core se localise sur la surface des gouttelettes lipidiques (LDs) sur les membranes du RE chez 
la cellule infectée (McLauchlan, Lemberg et al. 2002, Boulant, Montserret et al. 2006). 
L'association de Core avec les LDs (Boulant, Targett-Adams et al. 2007, Miyanari, Atsuzawa 
et al. 2007) et l'interaction avec NS5A (Masaki, Suzuki et al. 2008) jouent plusieurs rôles 
essentiels dans l'assemblage de la nucléocapside. Core est aussi impliquée dans l’évasion du 
système immunitaire, la signalisation cellulaire, la transcription et l’apoptose (McLauchlan 




Les glycoprotéines E1 et E2 
Les glycoprotéines E1 et E2 font partie de l’enveloppe virale et sont impliquées dans la 
neutralisation du virus (Voisset and Dubuisson 2004).  Elles ont des masses moléculaires de 33-
35 et 70-72 kDa, respectivement, ce qui correspond à 192 acides aminés pour E1 et 363 acides 
aminés pour E2. Ils s’assemblent dans le RE sous forme d'hétérodimères non covalents 
(Deleersnyder, Pillez et al. 1997, Op De Beeck, Voisset et al. 2004). Ces glycoprotéines sont 
des protéines transmembranaires de type I et sont composées d’un ectodomaine N-terminal et 
d’une région hydrophobe C-terminal d’ancrage dans les membranes. Les 27 acides aminés N-
terminaux d’E2 constituent la région hypervariable 1 (HVR1) avec un rôle probable dans 
l’entrée du virus permettant à celui-ci d’échapper au système immunitaire (von Hahn, Yoon et 
al. 2007).  Ainsi, E2 joue un rôle crucial dans les premières étapes de l'infection. En outre, il 
s’agit du ligand majeur qui se lie au CD81 et au SR-B1 (récepteur éboueur classe B de type I), 
deux des multiples récepteurs cellulaires identifiés du VHC (Pileri, Uematsu et al. 1998, 
Scarselli, Ansuini et al. 2002). La protéine E1 semble être impliquée dans le processus de fusion 
membranaire nécessaire à l’internalisation du virus dans la cellule cible (Lavillette, Pecheur et 
al. 2007).  
 
1.3.3.2 Protéines non structurales 
Les protéines non structurales (NS) ne sont pas incorporées dans la particule virale mais elles 
sont impliquées dans le cycle viral, et surtout dans la réplication du génome du VHC (Voisset 
and Dubuisson 2004). Ainsi, il s’agit de cofacteurs qui aident à déclencher la fabrication de 
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nouveaux virions. Il y a septprotéines NS : la viroporine p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et 
NS5B. 
La viroporine p7 (canal ionique à Ca2+) 
La viroporine p7 est une petite protéine membranaire intégrale de 63 acides aminés 
(Carrere-Kremer, Montpellier-Pala et al. 2002) qui est encodée à la jonction de la région 
structurale et non structurale du cadre de lecture ouvert du génome VHC (Steinmann and 
Pietschmann 2010). Elle comporte deux α-hélices transmembranaires connectées par une boucle 
cytosolique chargée positivement, tandis que les extrémités N et C terminales sont orientées 
vers la lumière du RE (Carrere-Kremer, Montpellier-Pala et al. 2002). Récemment, une structure 
tridimensionnelle du complexe hexamèrique de p7 a été mise en évidence par microscopie 
électronique (Luik, Chew et al. 2009).  
La p7 est une petite protéine hydrophobe dispensable à la réplication de l'ARN viral, mais 
essentielle pour la production de virus infectieux in vivo et in vitro, suggérant un rôle potentiel 
de cette protéine dans l'assemblage et la libération du virus (Steinmann and Pietschmann 2010, 
Madan and Bartenschlager 2015). P7 a deux fonctions, notamment 1) participer à l'élaboration 
de particules virales par la médiation de l'interaction entre les glycoprotéines de l'enveloppe et 
NS2, et 2) former un canal afin de réguler l’étape de maturation intracellulaire des particules 
VHC afin de les rendre pH résistantes et infectieuses (Madan and Bartenschlager 2015).  
 
La protéine NS2 
Il s’agit d’une protéine transmembranaire non glycosylée de 23 kDa laquelle s’associe 
avec NS3 pour former une protéase auto-catalytique. La partie N-terminale de NS2 est 
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essentielle pour la production de virus infectieux, probablement à cause de son rôle dans la 
morphogénèse du VHC (Jones, Murray et al. 2007). Son activité catalytique réside dans la partie 
C-terminale (Hijikata, Mizushima et al. 1993). Le bout N-terminal contient trois segments 
transmembranaires putatifs (Jirasko, Montserret et al. 2008, Jirasko, Montserret et al. 2010). La 
protéine NS2 est phosphorylée par la protéine kinase CK2 et ciblée au protéasome pour la 
dégradation (Franck, Le Seyec et al. 2005). NS2 n’est pas requise pour la réplication de l'ARN 
viral, mais elle est essentielle pour la production de virus infectieux in vitro (Pietschmann, Kaul 
et al. 2006, Jones, Murray et al. 2007, Jirasko, Montserret et al. 2008). Le clivage au niveau de 
la jonction NS2/ NS3 est essentiel pour libérer la forme fonctionnelle de la protéine NS3, et 
conséquemment favoriser la réplication de l'ARN viral.NS2 joue un rôle crucial dans 
l’assemblage de différents composants viraux qui sont essentiels pour la formation des 
particules virales du VHC (Stapleford and Lindenbach 2011). Une étude récente (Popescu, 
Callens et al. 2011) a démontré la présence d’interactions moléculaires entre les protéines NS2, 
p7 et E2, ainsi qu’une interaction physique entre NS2 et p7.  
 
La protéase NS3/4A 
NS3 est une protéine hydrophile multifonctionnelle de 69 kDa avec un domaine sérine 
protéase dans le tiers N-terminal et un domaine NTPase/hélicase dans les deux tiers C-terminal 
(Yao, Reichert et al. 1999). L’activité sérine protéase de l`hétérodimère formé par NS3 et NS4A 
assure le clivage des protéines situées en aval. La région centrale de NS4A contient 54 acides 
aminés de la protéine membranaire et agit comme cofacteur de l’activité sérine-protéase du NS3 
(Kwong, Kim et al. 1998), permettant ainsi sa stabilisation, sa localisation à la membrane du 
RE, ainsi que l'activation du clivage, en particulier à la jonction NS4B/NS5A (Bartenschlager, 
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Lohmann et al. 1995, Lin, Thomson et al. 1995). La région centrale (21-34 acides aminés) de 
NS4A est hydrophobe, et nécessaire pour l'activation de NS3 (Bartenschlager, Ahlborn-Laake 
et al. 1994, Lin, Thomson et al. 1995).  
L’activité hélicase couplée à une activité NTPase est essentielle pour la traduction et la 
réplication du génome viral. L’hydrolyse de nucléosides triphosphates fournirait l’énergie 
nécessaire à l’hélicase pour « casser » les structures secondaires et séparer les brins positifs et 
négatifs de l’ARN du VHC lors de la réplication, permettant ainsi l’accès du génome viral aux 
enzymes virales et cellulaires (Tai, Chi et al. 1996, Tackett, Wei et al. 2001). 
En plus de son rôle potentiel dans la résolution de structures secondaires lors de la réplication 
de l'ARN, le domaine hélicase NS3 semble être impliqué dans une première étape de 
l'assemblage viral (Ma, Yates et al. 2008) indépendamment de ses fonctions enzymatiques (Ma, 
Anantpadma et al. 2011). À part son rôle essentiel dans la réplication, la protéase NS3-4A joue 
un rôle dans la persistance et la pathogenèse du VHC (Morikawa, Lange et al. 2011). Deux 
inhibiteurs de la protéase NS3-4A de première génération, telaprevir and boceprevir, ont été 
approuvés récemment pour le traitement de l'hépatite C chronique (Pawlotsky 2013). 
 
La protéine NS4B 
NS4B est une protéine hydrophobe de 27 kD a relativement peu caractérisée. Pendant 
longtemps, elle fut désignée comme protéine de fonction inconnue. Cette protéine comporte des 
domaines N- et C-terminaux situés sur le bord cytosolique de la membrane du RE, et quatre 
segments transmembranaires dans sa partie centrale (Blight 2011). Son extrémité N-terminale 
contient une α-hélice amphipathique prédite (AH1, dans les premiers 27 acides aminés de la 
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protéine NS4B) et une α-hélice amphipathique associée à la membrane (AH2, couvrant les 
acides aminés 42 à 66) (Gouttenoire, Castet et al. 2009).  AH2 joue un rôle important dans la 
réplication de l'ARN du VHC (Bryson, Cho et al. 2010, Cho, Dvory-Sobol et al. 2010). Le 
domaine N-terminal de NS4B interagit avec d'autres protéines non structurales virales (Lundin, 
Lindstrom et al. 2006) et a la capacité de lier l'ARN viral. La partie C-terminale comprend une 
α-hélice amphipathique hautement conservée (H1, couvrant les acides aminés 201 à 212) et une 
deuxième α-hélice amphipathique associée à la membrane  (H2, couvrant les acides aminés  228 
à 253) (Gouttenoire, Montserret et al. 2009),ainsi que deux sites de palmitoylation à l'extrémité 
(Yu, Lee et al. 2006).  
En outre, NS4B est impliqué dans l'assemblage des particules virales (Jones, Patel et al. 2009, 
Gouttenoire, Penin et al. 2010) et dans la modulation de l'ARN polymérase, des voies de 
signalisation de l'hôte, de la carcinogénèse, du fonctionnement du réticulum endoplasmique et 
de la traduction (Sklan and Glenn 2006). NS4B est également responsable de la formation d’un 
réseau membranaire (Egger, Wolk et al. 2002, Sklan and Glenn 2006). Pris ensemble, les 
résultats d'études biochimiques, structurelles et génétiques indiquent que NS4B est un 
organisateur maître de la formation du complexe de réplication du VHC. Il n’est donc pas 
surprenant que NS4B soit également activement poursuivie comme cible antivirale (Rai and 
Deval 2011). 
 
La protéine NS5A 
NS5A est une phosphoprotéine de 447 acides aminés associée à la membrane et 
principalement localisée dans les compartiments cytoplasmiques périnucléaires de la cellule, y 
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compris le RE et l'appareil de Golgi (Ide, Zhang et al. 1996, Polyak, Paschal et al. 1999). Elle 
joue de multiples rôles dans la modulation de la réplication de l'ARN du VHC, dans les 
interactions du VHC avec la cellule cible, et dans la pathogenèse virale (He, Staschke et al. 
2006). La protéine NS5A a la capacité de moduler la réponse cellulaire à l'interféron (Tan and 
Katze 2001, Gale and Foy 2005, He, Staschke et al. 2006). NS5A a deux formes phosphorylées, 
P56 et P58, qui diffèrent dans leur mobilité électrophorétique (Macdonald and Harris 2004). 
P56 est essentiellement phosphorylée par la protéine kinase de l’hôte cellulaire au centre et à 
proximité de l'extrémité C-terminale, alors que P58 est une forme hyper phosphorylée de NS5A 
au centre de la région riche en serine (Kaneko, Tanji et al. 1994, Tanji, Kaneko et al. 1995, 
Reed, Xu et al. 1997). NS5A a trois domaines structurellement différents. Le domaine I, situé 
dans la région N-terminale, possède une structure dimérique probablement impliquée dans 
l’interaction avec l’ARN ou avec les protéines cellulaires et virales (Tellinghuisen, 
Marcotrigiano et al. 2005). Ce domaine aussi permet la localisation de la protéine au niveau des 
gouttelettes lipidiques (Miyanari, Atsuzawa et al. 2007). Le domaine II, situé dans la région C-
terminale, est principalement impliqué avec le domaine I dans la réplication de l'ARN (Tanji, 
Kaneko et al. 1995). Le domaine III, situé dans la région C-terminal aussi, est important pour 
l’assemblage et la production de particules infectieuses (Appel, Zayas et al. 2008) et impliqué 
dans l'interaction avec la protéine Core (Masaki, Suzuki et al. 2008). 
 
La polymérase NS5B 
NS5B est l’ARN polymérase ARN dépendante virale (RdRp), une phosphoprotéine de 68 
kDa associée à la membrane (Behrens, Tomei et al. 1996, Simister, Schmitt et al. 2009). Ainsi, 
cette protéine est essentielle à la réplication de l'ARN viral (Moradpour, Penin et al. 2007, Jin, 
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Leveque et al. 2012). NS5Ba une structure cristalline 3D classique (Figure1.5), dite «main 
droite», avec un domaine pouce, un domaine paume et un domaine doigt dans le site catalytique, 
qui forment ensemble un tunnel par lequel l’ARN simple brin est amené au site actif (Ago, 
Adachi et al. 1999, Bressanelli, Tomei et al. 1999, Lesburg, Cable et al. 1999). La partie C-
terminale est responsable de l’attachement à la membrane du RE. Cet ancrage est superflu pour 
l'activité de polymérase in vitro, mais indispensable pour la réplication de l'ARN dans les 
cellules (Yamashita, Kaneko et al. 1998, Moradpour, Brass et al. 2004); en plus elle joue un rôle 
direct dans la synthèse de l'ARN (Lee, Shin et al. 2004). Cette protéine constitue une partie 
intégrale du projet. Ses fonctions et sa structure seront présentées en détail plus loin dans 
l’Introduction. 
Parmi les protéines non-structurales, la sérine protéase NS3-4A et la RdRp NS5B sont 
généralement considérées comme étant les cibles les plus attrayantes pour la conception de 










Figure 1.5 : Structure de la polymérase NS5B du VHC (adaptée de (Caillet-Saguy, Lim et 
al. 2014)). (A) La structure primaire montre l’organisation en domaine catalytique et hélice 
transmembranaire (TMH) reliés par le connecteur (Linker). (B) et (C) sont deux vues en rubans 
à des orientations séparées par 90° l’une de l’autre, colorées par sous-domaines avec la même 
convention que dans le panneau A. La structure (B) est dans une vue de face et (C) est de dessus. 
Le ruban rouge indique le domaine doigts, le bleu indique le pouce et le jaune indique la paume. 
La boucle bêta dans le domaine du pouce spécifique des polymérases de Flaviviridae est colorée 
en vert et indiquée. L’extrémité des doigts (fingertips), qui vient solidariser doigts et pouce à 






1.4 Le cycle viral du VHC 
 
Le cycle viral du VHC comporte l’attachement et l’entrée du virus dans la cellule hôte, la 
décapsidation, les étapes de traduction et réplication, et enfin, l’assemblage et le relâche des 
virions. Ces étapes sont résumées dans la Figure1.6. 
 
Figure 1.6 : Cycle de réplication du VHC (Herker and Ott 2011). (1) La liaison du virus et 
l'intériorisation grâce à différents récepteurs; (2) la fusion et la décapsidation permettant le 
relâche de l’ARN viral dans le cytoplasme cellulaire; (3) la médiation de l’IRES (internal 
ribosome entry site) dans la traduction et le traitement de la polyprotéine; (4) la réplication de 





1.4.1 L’attachement et l’entrée du virus (Figure 1.7) 
Lors d'une infection primaire, les particules VHC sont transportées au foie par le courant 
sanguin. Elles s’attachent aux hépatocytes à l’aide de ligands viraux et de récepteurs sur la 
surface des cellules cibles. Les premières études sur ce sujet ont rapporté que les glycoprotéines 
virales étaient responsables de la liaison du virus à des protéoglycanes sulfate d'héparane ou au 
SRB1 (scavenger receptor class B type-1) (Scarselli, Ansuini et al. 2002, Barth, Schafer et al. 
2003). Des études plus récentes ont préciséque la fixation initiale des particules VHC à des 
hépatocytes est médiée par les protéoglycanessulfate d'héparane syndécane-1 ou syndécane-4 
(Shi, Jiang et al. 2013, Lefevre, Felmlee et al. 2014) ou par le récepteur SRB1 (Dao Thi, Granier 
et al. 2012) selon la densité du virion. D’autres données récentes suggèrent que l'ApoE 
(Apolipoprotein E), plutôt que les glycoprotéines du VHC, pourrait être impliquée dans ce 
premier contact (Jiang, Wu et al. 2013). En raison de l'interaction des particules VHC avec les 
lipoprotéines, le récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDLR) a également été proposé 
de jouer un rôle dans la phase précoce de l'entrée du VHC (Agnello, Abel et al. 1999). 
Cependant, l'interaction VHC-LDLR semble être impliquée dans une voie d'entrée non-
productive qui peut potentiellement conduire à une dégradation de la particule virale (Albecka, 
Belouzard et al. 2012).  
Suite à l’attachement initial à la surface de l’hépatocyte, les étapes suivantes de l'entrée du VHC 
sont moins bien connues. Plusieurs études ont rapporté qu’une série de facteurs spécifiques est 
impliquée, dont la tétraspannine CD81 (Pileri, Uematsu et al. 1998), le SRB1 (Scarselli, Ansuini 
et al. 2002) et les protéines de la jonction serrée, notamment la claudine-1 (CLDN1) (Evans, 
von Hahn et al. 2007) et l’occludine (OCLN) (Ploss, Evans et al. 2009).  
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CD81 est une molécule de 25 kDa de la famille des tétraspannines exprimée à la surface 
cellulaire. Elle joue un rôle clé dans le cycle de vie du VHC (Feneant, Levy et al. 2014). La 
CD81 est enrichie dans les zones membranaires formant des plates-formes stables, lesquelles 
sont en échange dynamique avec le reste de la membrane plasmique (Harris, Clerte et al. 2013, 
Potel, Rassam et al. 2013). La CD81 a une petite et une grande boucle extracellulaire. La grande 
boucle est variable, sauf entre les humains et les chimpanzés, les deux seules espèces 
permissives à l'infection par le VHC (Walker 1997, Major, Dahari et al. 2004). Cette boucle est 
impliquée dans l’attachement du VHC par sa glycoprotéine d’enveloppe E2 (Pileri, Uematsu et 
al. 1998, Flint, Thomas et al. 1999, Petracca, Falugi et al. 2000). En outre, la CD81 interagit 
avec la CLDN1 (Harris, Davis et al. 2010) pour former un complexe co-récepteur impliqué dans 
les événements ultérieurs (Farquhar, Hu et al. 2012). 
SRB1 (récepteur humain scavenger de classe B type I) a été identifié comme un autre 
récepteur putatif pour le VHC. LeSRB1 est une glycoprotéine de 82 kDa, contenant une grande 
boucle extracellulaire ancrée dans la membrane plasmique aux deux extrémités N- et C-
terminales au moyen de domaines transmembranaires (Krieger 2001). Il s’agit d’un récepteur 
«multi-ligand» qui lie les différentes classes de lipoprotéines et ainsi régule l'alimentation du 
cholestérol dans la cellule par sa fonction de transfert lipidique bidirectionnelle (Connelly and 
Williams 2004). Le SRB1pourrait être un facteur de première entrée, coopérant avec le virion 
après sa fixation initiale à la cellule. Le rôle du SRB1 dans l’entrée du VHC a été suggéré par 
sa capacité de faciliter la liaison d’E2 et la région hypervariable 1 (HVR1) d’E2 qui est 
indispensable pour cette interaction (Scarselli, Ansuini et al. 2002). SRB1 contribue aussi à la 
fixation du VHC à travers l'interaction avec les lipoprotéines associées au virus (Maillard, Huby 
et al. 2006, Dao Thi, Granier et al. 2012). 
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Le virus est ensuite relocalisé vers les jonctions cellulaires où sont localisées les protéines 
CLDN1 et OCLN qui sont critiques pour l'entrée du VHC dans les cellules hépatiques et agissent 
lors des dernières étapes de l'entrée virale. Ces petites protéines contiennent deux boucles 
extracellulaires, trois domaines intracellulaires et quatre séquences transmembranaires (Furuse 
and Tsukita 2006). 
CLDN1 est une protéine essentielle à l’étape tardive de l’entrée du VHC(Evans, von 
Hahn et al. 2007).Cette protéine est nécessaire à l'infection par le VHC de lignées cellulaires 
d'hépatome humain. Il fut démontré que CLDN1 est capable de conférer une sensibilité au VHC 
lorsqu’exprimée ectopiquement  dans des cellules non hépatiques (Evans, von Hahn et al. 2007). 
OCLN est essentielle à l’entrée de VHC (Ploss, Evans et al. 2009). Cette protéine a 
quatre domaines transmembranaires présents dans le complexe des jonctions serrées des cellules 
épithéliales polarisées, où sa fonction est de réguler la perméabilité paracellulaire et l'adhérence 
cellulaire (Paris, Tonutti et al. 2008). 
Une fois attaché à la surface cellulaire, le virus entre dans la cellule via le processus 
d’endocytose dépendante de la clathrine (Blanchard, Belouzard et al. 2006). Après 
l’internalisation, le virion transite par les endosomes à l’aide de fusion membranaire à bas pH 
(Tscherne, Jones et al. 2006) et la capside est relâchée dans le cytosol. La décapsidation enchaîne 





Figure 1.7 : Modèle de l’entrée du VHC (adaptée de  (Herker and Ott 2011)). Après la 
fixation des lipoviroparticules aux LDLR et SRB1, le virus se lie au CD81 et ensuite à la 
claudine-1 et à occludine, qui facilitent les dernières étapes de l'entrée virale. 
 
1.4.2 La traduction (Figure 1.6, étape 3) 
Le VHC, comme tous les virus appartenant à la famille des Flaviviridae, est doté d’un 
génome d’ARN à brin positif qui sert de matrice pour la traduction (Niepmann 2013). Les 
régions non traduites (UTRs) contiennent des éléments d'ARN très structurés qui sont critiques 
pour la traduction et la réplication du génome du VHC (Lohmann 2013). La région 5’UTR ainsi 
que les premiers nucléotides de la région codant pour la protéine Core constituent le site d'entrée 
ribosomique interne (IRES) servant à l’initiation de la traduction du génome viral en une seule 
polyprotéine en l'absence d'une structure coiffe. L’IRES forme un complexe stable de pré-
initiation à l’aide d’une liaison directe du sous-unité ribosomale 40S sans avoir besoin de 
25 
 
facteurs d'initiation de la traduction canonique(Otto, Lukavsky et al. 2002). Ensuite, le complexe 
IRES-40S interagit avec le facteur d’initiation de la traduction(eIF3) et le complexe ternaire 
ARNtiMet (ternary Met-transfer RNA)-eIF2-GTP pour former une particule 48S-IRES(Ji, 
Fraser et al. 2004). Lors de l'hydrolyse du GTP, eIF2 libère l’initiateur ARNt et se dissocie du 
complexe. Une deuxième étape d'hydrolyse du GTP impliquant le facteur d'initiation eIF5B 
permet l’association de la sous-unité 60S ribosomique, formant ainsi un complexe IRES-80S 
fonctionnel qui amorce la synthèse de la polyprotéine virale (Ji, Fraser et al. 2004, Otto and 
Puglisi 2004). 
Un micro-ARN (miR122), exprimé exclusivement dans les cellules hépatiques, a été rapporté 
pour son rôle important dans la régulation à la hausse de la réplication du VHC (Henke, Goergen 
et al. 2008). Le miR122 serait capable de réguler la réplication du VHC en modulant la liaison 
des protéines cellulaires à l'ARN viral et en contrôlant l'équilibre entre l'engagement de l'ARN 
pour la traduction de la polyprotéine par rapport à la synthèse de l'ARN viral (Masaki, Arend et 
al. 2015). 
 
1.4.3 La réplication (Figure 1.6, étape 4) 
Lors de la traduction, les protéines du VHC s’associent aux membranes du RE. L’infection 
conduit à des réarrangements des membranes intracellulaires, une condition préalable à la 
formation d'un complexe de réplication qui associe des protéines virales, des composants 
cellulaires et des brins d'ARN naissants(Chevaliez and Pawlotsky 2006). Les protéines NS4B 
et NS5A du HCV semblent suffisantes pour induire la formation d'un réseau membraneux 
(membranous web) constituée de petites vésicules noyées dans une matrice membranaire 
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formant un complexe multiprotéique qui contient toutes les protéines non structurales du VHC 
(Egger, Wolk et al. 2002, Suzuki, Ishii et al. 2007). Le RdRp, notamment NS5B, est la plus 
importante des protéines du complexe de réplication (Lesburg, Cable et al. 1999).  
Les mécanismes impliqués dans les étapes de réplication du VHC sont encore mal compris. 
Comme avec d'autres virus à ARN à brin positif, la réplication du VHC débute par la synthèse 
d'un brin ARN négatif complémentaire qui se sert du génome comme gabarit. Ensuite, le brin 
négatif devient le gabarit pour la synthèse de nombreuses copies de polarité positive lesquelles 
sont ensuite utilisées pour la traduction de la polyprotéine et la synthèse de nouveaux 
intermédiaires de réplication ou pour l'emballage dans de nouvelles particules virales 
(Bartenschlager, Frese et al. 2004). La RdRp catalyse la synthèse des brins négatifs et des brins 
positifs, malgré que les brins d’ARN positifs sont transcrits préférentiellement, et sont alors plus 
abondants de 5 à 10 fois comparé aux brins d’ARN négatifs (Suzuki, Ishii et al. 2007).  
La réplication de l'ARN viral est déclenchée par une interaction entre les protéines du complexe 
de réplication, la région X-tail de la 3'UTR et la tige-boucle 5BSL3.2 de l’ARN du NS5B, cette 
dernière formant une structure ‘pseudonoeud’ avec une tige-boucle située dans la 3'UTR (You, 
Stump et al. 2004, Friebe, Boudet et al. 2005). La polypyrimidine-tract-binding protein (PTB) 
est une protéine trouvée dans la fraction membranaire et associée au complexe de réplication. 
Sa forme phosphorylée est probablement nécessaire pour une réplication efficace de l'ARN du 
VHC (Chang and Luo 2006). Cette protéine participe à la synthèse de l'ARN viral, moyennant 
sa liaison à l'ARN du VHC. Elle est aussi impliquée à plusieurs niveaux dans la modulation de 
la traduction de l’ARN viral (Ali and Siddiqui 1995, Ito and Lai 1997, Ito and Lai 1999, Aizaki, 




1.4.4 L’assemblage et la relâche des virions (Figure 1.6, étapes 5-6-7) 
Jusqu'à présent, il n'a pas été possible de visualiser les sites d'assemblage du VHC, donc 
il nous manque beaucoup de connaissances sur les différentes étapes de ce processus. 
L'initiation de l'assemblage des virions exige la libération de nouveaux brins d’ARN (+) de la 
toile membranaire. Ces brins se dirigent, avec l’aide la phosphoprotéine NS5A, vers la protéine 
Core qui forme la capside du virion (Masaki, Suzuki et al. 2008). La protéine Core est située sur 
le bord cytosolique de la membrane du RE ; ainsi l'assemblage s’initie dans le cytosol. La 
maturation et la libération des virions se produit par un transfert des particules naissantes aux 
membranes du RE pour permettre l’accès aux voies sécrétoires des hépatocytes. Ainsi, la 
production de VHC infectieux entraîne d’abord une phase d'initiation, qui se produit sur les 
parois cytosolique des membranes du RE permettant l’assemblage avec les gouttelettes 
lipidiques - LDs, suivie par l’interaction avec des facteurs viraux, et enfin la maturation et la 
libération des virions dans le lumen des membranes du RE pour engager les lipoprotéines de 
très basse densité (VLDL). 
L’assemblage commence à proximité de LDs cytosoliques (Miyanari, Atsuzawa et al. 2007) et 
comprend une encapsidation de l’ARN génomique suivie par l'acquisition d'une enveloppe 
membranaire par bourgeonnement dans la lumière du RE (Gastaminza, Cheng et al. 2008). La 
sécrétion des particules de VHC entraîne des mécanismes responsables de la formation de 
VLDL (Bartenschlager, Penin et al. 2011). Les LDs et les VLDL sont des contributeurs majeurs 
de la cellule hôte à l'assemblage des virions du VHC, un processus qui dépend d'une interaction 
non seulement avec des LDs, mais aussi avec les membranes du RE entourant ces organites 
(Jones and McLauchlan 2010). Les étapes d’assemblage et de maturation sont dépendantes des 
protéines de l’hôte, notamment ApoE, ApoB et MTP (microsomal triglyceride transfer protein) 
28 
 
(Gastaminza, Cheng et al. 2008). En outre, il a été démontré que la relâche dépend aussi de la 
protéine hôte DGAT1 (diacylglycerol acyltransferase-1) qui agit en concert avec Core et le 
relocalise aux LDs, un phénomène essentiel à la formation efficace des particules virales 
(Herker, Harris et al. 2010). L’assemblage et la relâche nécessitent la coopération de plusieurs 
protéines virales. En plus de la protéine Core, certaines protéines non structurales virales comme 
NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B ont été retrouvées accumulées à la proximité des LDs, sur 
le site proposé de l'assemblage viral (Popescu, Rouille et al. 2011). 
Fait intéressant, la protéine virale p7 module le pH des vésicules intracellulaires, et une mutation 
dans le gène qui encode cette protéine altère la capacité du virus à produire des virions 
(Wozniak, Griffin et al. 2010, Popescu, Rouille et al. 2011, Dubuisson and Cosset 2014).  
 
1.5 Le génome du virus de l’hépatite C 
 
Tel qu’expliqué précédemment, le génome du VHC est constitué d’une molécule d'ARN 
simple brin de polarité positive. Il contient un seul ORF codant pour une polyprotéine d'environ 
3000 acides aminés. L'ORF est flanqué aux deux extrémités par des régions non traduites 
désignées 3’UTR et 5’UTR (Figure 1.8) qui contiennent des éléments de réplication agissant en 
cis (CRE), lesquels sont essentiels au cycle viral (Friebe and Bartenschlager 2002, Kieft, Zhou 
et al. 2002, Yi and Lemon 2003). Ces éléments se lient à des protéines cellulaires telles que des 
protéines ribosomales humaines (Hahm, Kim et al. 1998, Wood, Frederickson et al. 2001, Pudi, 




Figure 1.8 : Les structures retrouvées dans le 3’UTR et le 5’UTR de l’ARN génomique du 
VHC (adaptée de (Lohmann 2013)). (a) Extrémité 5 'du brin viral positif. Deux exemplaires 
de miR-122 se liant à la 5'UTR sont affichés (en orange). (b) Extrémité 3 'du brin viral positif. 
Les  interactions à longue distance de la tige-boucle SL3.2 avec des séquences situées au niveau 
du nucléotide#9110 (Tuplin, Struthers et al. 2012) et avec la région contenant la tige-boucle SL2 








1.5.1 Structure-fonction de la 5’UTR du VHC 
La région 5’ non codante (5’UTR), d’une longueur de 341 nt, est hautement conservée et 
comprend 3 à 5 codons AUG non initiateurs de la traduction. Cette région contient un élément 
IRES qui dirige la traduction coiffe-indépendante de la polyprotéine virale (Tsukiyama-Kohara, 
Iizuka et al. 1992, Wang, Sarnow et al. 1993), et contient aussi un signal d'ARN nécessaire à la 
réplication et qui se chevauche avec les signaux de la traduction (Friebe, Lohmann et al. 2001, 
Kim, Kim et al. 2002). 
La 5’UTR du VHC est pliée au moins en 4 domaines riches en structures de type tiges-boucles 
(domaine I à IV) qui ont été largement étudiées pour les génotypes 1 et 2 (Brown, Zhang et al. 
1992, Honda, Beard et al. 1999, Friebe and Bartenschlager 2009, Niepmann 2013) (Figure 1.8a). 
Les domaines I et II (nt 1 à 115) sont essentiels à la réplication du génome viral et contiennent 
deux sites de liaison pour la microARN-122 (miR-122) qui stimulent la traduction de l'ARN du 
VHC ainsi que la réplication (Jopling, Yi et al. 2005, Henke, Goergen et al. 2008), et améliorent 
la stabilité de l'ARN (Shimakami, Yamane et al. 2012, Sedano and Sarnow 2014). 
Le site IRES est en chevauchement partiel avec ces signaux de réplication, et comprend les 
domaines II, III et IV (nt 116 à 341) ainsi que les premiers 20-40 nt de la région codante (Friebe, 
Lohmann et al. 2001). L’ARN ne possède pas de coiffe (en 5’) ni de queue poly-A (en 3’) 
(Brown, Zhang et al. 1992, Honda, Brown et al. 1996), autrement nécessaires à la traduction qui 
s’initie par la fixation de la sous-unité 40S du ribosome. Le domaine III est une région complexe 
formé de plusieurs tige-boucles comprenant les sous domaines IIIa, b, c, d, e et f (Brown, Zhang 
et al. 1992). Le domaine IIId est particulièrement important pour le fonctionnement de l’IRES 
(Barria, Gonzalez et al. 2009), car il est impliqué dans l’interaction avec la sous-unité 
ribosomale 40S (Kolupaeva, Pestova et al. 2000, Lukavsky, Otto et al. 2000). Le domaine IV 
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comprend une petite structure tige-boucle qui contient le codon initiateur AUG situé dans la 
région simple brin de la boucle. La présence d’un ARN ‘pseudonoeud’ permet le positionnement 
du codon d’initiation AUG au niveau du site P du ribosome (Pestova, Shatsky et al. 1998, Otto 
and Puglisi 2004, Hellen 2009). 
Comme l'IRES est essentielle à la réplication virale et sa séquence est bien conservée parmi tous 
les génotypes du VHC, sa structure représente une nouvelle cible pour la conception de 
médicaments (Davis and Seth 2011). 
 
1.5.2 Structure-fonction de la 3’UTR(+) du VHC 
La 3'UTR est nécessaire pour la synthèse du brin négatif de l’ARN viral (Yanagi, St Claire 
et al. 1999, Friebe and Bartenschlager 2002, You and Rice 2008). Il s’agit d’un élément 
structurel évolutivement conservé et d’environ 200 nt de longueur, situé en aval du cadre de 
lecture ouvert (Kolykhalov, Feinstone et al. 1996). La 3'UTR est absolument essentielle à la 
réplication du VHC (Friebe and Bartenschlager 2002, Yi and Lemon 2003). Sa structure 
tripartite est composée de trois régions structurellement distinctes. Il y a d’abord une région 
variable (VR) non traduite, de 40 nt, comprenant deux boucles (VSL1 et VSL2), et située 
directement en aval de la région NS5B juste après le codon terminateur. La VR est mal 
conservée parmi les isolats du VHC ; cette région est dispensable à la réplication, malgré que sa 
délétion cause une baisse de l’efficacité de la réplication de l’ARN viral (Friebe and 
Bartenschlager 2002, Yi and Lemon 2003). 
Ensuite, il y a une région polypyrimidine U/C, désignée poly (U/UC), mesurant normalement 
entre 30 et 80 nucléotides. La poly (U/UC) est très hétérogène par rapport à la longueur et à la 
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séquence; ainsi on voit des variations considérable de cette région entre les différents génotypes 
(Yamada, Tanihara et al. 1996). Cette région est composée de sections d'uridine 
homopolymériques entrecoupés par des cytosines. L’uridine ne peut pas être remplacé par 
d'autres nucléotides homopolymériques ; cependant, une longueur minimale de 26-33 uridines 
consécutifs est essentielle et suffisante pour la réplication efficace de l'ARN viral en culture 
cellulaire (Friebe and Bartenschlager 2002, You and Rice 2008). 
Enfin, on retrouve une région terminale hautement conservée (3’X ou X-tail) de 98 nt, pouvant 
former deux conformations différentes. Une des conformations est composée de trois domaines 
de type tige-boucles désignés SLI, SLII et SLIII, numérotés de 3 'à 5' par rapport au brin négatif 
(Blight and Rice 1997). La réplication efficace de l'ARN viral nécessite la pleine longueur de 
3'X (Friebe and Bartenschlager 2002). Il fut démontré que la SLII collabore avec la tige-boucle 
5BSL3.2 (située dans la région NS5B), étant un élément de réplication agissant en cis (CRE), 
pour initier la synthèse d'ARN à brin négatif (You, Stump et al. 2004). La SLIII, quant à elle, a 
une longueur de 46 nucléotides et est la plus stable des trois tige-boucles. 
La conformation alternative de X-tail est formée de seulement deux tige-boucles.  La SLI reste 
la même, mais les SLII et SLIII se voient fusionnées en une tige-boucle unique qui comprend 
la séquence dite ‘dimerization linkage sequence’ (DLS) située dans la boucle apicale, laquelle 
serait nécessaire pour la dimérisation de l'ARN génomique, et éventuellement pour 
l’encapsidation du génome (Ivanyi-Nagy, Kanevsky et al. 2006, Shetty, Kim et al. 2010, 





1.5.3 La région codante de NS5B 
La région NS5B, qui code pour la RdRp, est considérée la force motrice de la synthèse de 
l'ARN viral et, à ce titre, représente une excellente cible pour le développement d'inhibiteurs 
sélectifs du VHC (Powdrill, Bernatchez, and Gotte2010 ; Tomei et al. 2004). Cette région est 
phylo génétiquement conservée, et contient cinq structures de type tige-boucle (Tuplin, Wood 
et al. 2002, Diviney, Tuplin et al. 2008), notamment : 5BSL1 (également appelée SL9033), 
5BSL2 (SL9132), 5BSL3.1 (SL9217), 5BSL3.2 (SL9266) et 5BSL3.3 (SL9324). Les numéros 
des nucléotides sont basés sur le VHC 1a de la souche H77 (GenBank # AF011753). 
Tel que mentionné ci-haut, la 5BSL3.2 est un élément essentiel à la réplication du VHC agissant 
en cis (CRE) (Lee, Shin et al. 2004, You, Stump et al. 2004, Friebe, Boudet et al. 2005, Diviney, 
Tuplin et al. 2008). La 5BSL3.2 est impliquée dans plusieurs interactions à distance. Sa boucle 
apicale forme une structure tertiaire appelée « kissing-loop » avec la SL2 du X-tail (Friebe, 
Boudet et al. 2005), ce qui module les processus de réplication et de traduction de l’ARN viral 
(You, Stump et al. 2004, You and Rice 2008, Shetty, Stefanovic et al. 2013). En outre, la 
5BSL3.2 peut interagir soit avec la boucle apicale SLIId de l’IRES (Romero-Lopez and Berzal-
Herranz 2009), ou encore avec une séquence appelée CRE 9110 dans la région codante de 
NS5B, qui est située entre 5BSL1 (SL9033) et 5BSL2 (SL9132) pour produire une structure 
‘pseudonoeud’ (Diviney, Tuplin et al. 2008). 
Par rapport aux interactions protéiques, l’activité RdRp de la région NS5B serait affectée par 
d’autres protéines du VHC. Notamment, il fut démontré que l’interaction entre NS5A et NS5B 
est essentielle pour la réplication de l'ARN du VHC dans le système réplicon (Shimakami, 
Hijikata et al. 2004). Fait intéressant, la NS5A semble pouvoir moduler l’activité RdRp NS5B 
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(Shirota, Luo et al. 2002). En outre, il fut rapporté que la protéine Core se lie à la RdRp pour 




2. JUSTIFICATION, HYPOTHÈSE ET BUT DU 
PROJET DE RECHERCHE 
 
Les interactions ARN-ARN distales ont un rôle important dans le cycle viral (Alvarez, 
Lodeiro et al. 2005, Villordo and Gamarnik 2009). Il est connu que la région désignée 3′UTR a 
un rôle dans la réplication du VHC. Cependant, la fonction de la 3'UTR lorsqu'impliquée dans 
des interactions génomiques ARN-ARN reste encore à élucider. 
Tel qu’indiqué dans l’Introduction, la 3'UTR du génome VHC a une structure tripartite 
composée d’une région variable (VR), une séquence répétée poly (U/UC) et une région 
hautement conserve (X-tail). Des études antérieures ont démontré que les régions X-tail et poly 
(U/UC) constituent des éléments minimaux nécessaires pour la synthèse de l'ARN viral (Yi and 
Lemon 2003). La région VR semble plutôt faciliter la synthèse de l’ARN viral (Friebe and 
Bartenschlager 2002, Yi and Lemon 2003). 
Les motifs structuraux de la région X-tail ont fait l'objet des premières recherches sur la synthèse 
de l'ARN viral. Cependant, les contributions potentielles des structures tertiaires situées à 
l’intérieur de l’ORF furent largement ignorées. Depuis, il y a eu plusieurs rapports visant les 
éléments génomiques situés dans la région adjacente à la X-tail, notamment la NS5B. Cette 
dernière contient cinq structures tige-boucles conservées phylogénétiquement (Tuplin, Evans et 
al. 2004), désignées SL9033, SL9132, SL9217, SL9266 et SL9324. Des travaux récents ont 
démontré que la SL9266, avec les structures adjacentes SL9217 et SL9324, coordonnent et 
renforcent la réplication du VHC par des appariements de bases avec la SL2 située dans la région 
X-tail (Diviney, Tuplin et al. 2008, Tuplin, Struthers et al. 2012). 
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À l’aide de la génétique inverse et de méthodes bio-informatiques, des chercheurs ont révélé 
l’existence d’une interaction à distance entre un petit renflement de la tige-boucle SL9266 et 
une séquence non structurée située proche du nt 9110 dans la région NS5B (Diviney, Tuplin et 
al. 2008, Tuplin, Struthers et al. 2012) qui a un effet positif sur la réplication de l’ARN du VHC. 
On ignore le mécanisme par lequel cet appariement contribue à la réplication du virus. 
D’autre part, notre laboratoire a mis en évidence la présence d’ARN double-brin entre le 
fragment VR-poly (U/UC) et une séquence inconnue située à la droite du SL9033 de la région 
NS5B (Rance et al. 2013). Alors, considérant que la région NS5B code pour la polymérase virale 
et, sur la base de nos résultats récents de laboratoire, nous émettons comme hypothèse que la 
dite séquence dans NS5B œuvre conjointement avec une séquence homologue située dans la 
3′UTR-VR (la région VR étant variable entre génotypes mais conservée à l’intérieur d’un même 
génotype), pour ainsi contrôler le niveau de synthèse de l'ARN du VHC. Ceci pourrait expliquer 
les différences dans la capacité réplicative entre les génotypes du VHC. Alors, nous visons à 
déterminer si cet appariement impacte la réplication du VHC. Ainsi, le but de mon projet de 










3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 
3.1 Culture cellulaire  
La lignée cellulaire d'hépatocarcinome humain Huh7.5 a été cultivée dans le milieu 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) supplémenté avec 10% de sérum bovin fœtal 
(FBS), les antibiotiques pénicilline⁄streptomycine et des acides aminés non essentiels, sous 5% 
CO2 à 37°C.   
3.2 Construction des mutants du VHC  
Le plasmide d’expression de l’ARN du VHC génotype 1b (pER1b) a été construit à partir 
du plasmide pGEM-7Zf-HCV1b avec l’ajout des séquences complémentaires du 5’UTR 
microARN-122 et du 3’UTR de génotype 1b (Takamizawa, Mori et al. 1991, Jopling, Yi et al. 
2005). En outre, nous avons effectué une altération du promoteur RNA polymérase pGEM T7 
GAATACAAGCTTGTAATACGACTCACTATAGCCAGCCCCC afin de restreindre la 
transcription ARN à la guanine terminale (souligné) du génome VHC authentique (Rance et al. 
2013).   
Construction des cassettes VHC et 3’UTR 
Les mutants (mut) du VHC 3’UTR ont été produits suite à la construction d’un plasmide 
comportant le génome VHC sans le 3’UTR et l’ajout d’un site de restriction unique XbaI placé 
à la fin de l’ORF NS5B. Le site de restriction unique XbaI a été généré par PCR à l’aide des 
amorces 2 et 10 (voir Tableau 3.1) et de l’enzyme Taq pfx à fidélité haute. Malgré que 
l’introduction du site unique XbaI dans les séquences 8547-9382 du NS5B ait introduit 
l’asparagine à la place de la sérine terminale (acide aminé 3009), on s’attendait à ce que cette 
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altération n’ait aucune conséquence sur l’activité de l’ARN polymérase ni sur le positionnement 
transmembranaire du NS5B dans le complexe de réplication virale (Takamizawa, Mori et al. 
1991). Suite à la digestion du fragment d’ADN amplifié et du pER1b par les enzymes de 
restriction XbaI et Kpn1 (Figure 3.1, HCV1b strain ER1b), il y a eu échange des fragments 
d’ADN afin d’introduire le gène NS5B (modifié par le XbaI) dans pER1b. Ce plasmide a été 
désigné « HCV1b ER1b cassette » (Figure 3.1, HCV1b strain ER1b cassette (CS)). Les 
constructions HCV1b CS-HCV1b 3’UTR, HCV1b CS-HCV2a UTR et HCV 1b CS-3’UTR 
VRmut (VR) ayant un HCV1b 3’UTRwt, un HCV2a 3’UTRwt et un HCV1b 3’UTR avec mutation 
dans la séquence VR, respectivement, ont été produites par mutagenèse dirigée à l’aide 
d’amorces et PCR. Les gabarits ADNc des HCV1b and HCV2a retrouvés dans pER1b and 
pJFH-1 (Kato, Furusaka et al. 2001) ont été amplifiés moyennant l’enzyme pfx et l’ER1b-XbaI-
3’UTR sens (primer 3), ER1b-XbaI-JFH-3’UTR sens (primer 5), ER1b-Xba-ER1b-VRmut sens 
(primer 8) et XbaI/XhoI-3’UTR-antisens (primer 4) (Tableau 3.1). Suite au clonage intérimaire 
dans pTOPO-blunt (ThermoFisher, Montreal, Quebec), les fragments d’ADN contenant les 
3’UTRs respectifs ont été coupés avec l’enzyme XbaI and ligaturés dans le site unique XbaI du 
plasmide HCV1b ER1b CS.   
Mutant d’homologie NS5B-VR 
Le mutant NS5B a été conçu afin de brimer l’appariement avec les séquences 
complémentaires du 3’UTR VR et de permettre l’hybridation avec celles du mutant VR. Les 




Le fragment ADNc du VHC 1b EcoR1/XbaI (position nucléotidique 6700-9609) qui contient la 
moitié terminale du gène NS5A, ainsi que le gène entier NS5B et le 3’UTR, a été cloné dans le 
pUC19 afin de servir de gabarit lors de la construction du mutant NS5B-VR. Le mutant NS5B-
VR a été construit à partir de l’ADN de NS5Bmut sens (primer 6) et HCV1b-NS5B PSR-Xba 
anti-sens (primer 2) ainsi qu’avec NS5Bmut anti-sens bridge (primer 7) et, en amont, le Bgl2 
NS5B sens (primer 9), chacun amplifié par pfx. Ces deux fragments d’ADN ont été ligués afin 
de générer le gène NS5B avec le VR muté selon notre conception. Suite aux digestions avec 
KpnI et XbaI, l’ADN du mutant NS5B-VR a été introduit en place de l’ADN correspondant 
retrouvé dans le plasmide de la cassette HCV1b ER1b. Le plasmide de la cassette HCV1b ER1b 
qui contient l’ADN du mutant NS5B-VR a été utilisé avec les fragments XbaI encodant le 
HCV1b 3’UTR ou le HCV 3’UTR contenant le VRmut (VR) afin de générer le HCV NS5Bmut et 




Tableau 3.1 : Amorces utilisées pour la construction des mutants VHC. 
 















ATC TAC CTG CTC CCC TCT 






CTC CCC GTT CAT CTA GAG 





























CAT CGT GCT CGT TCT GTA 













TCA TCG GTT GGG GAG CAG 
GTA GAT G 




































3.3 Transformation et préparation d’ADN plasmidique  
Les cellules compétentes E.coli DH5α gardées à -80ºC ont été décongelées lentement sur 
la glace. Dans un tube eppendorf, 100 μl de cellules compétentes et 8 μl de produit de ligation 
ont été mélangés et mis sur glace pendant 45 minutes. Les tubes ont été transférés dans un bain 
à 42ºC pour 90 secondes pour ensuite être remis sur glace pour 2 minutes. Ensuite, 1 ml de 
milieu SOC a été ajouté, et le tout mélangé par inversion du tube. Le milieu SOC, étant riche, 
est utilisé principalement pour maximiser l'efficacité de transformation des cellules E. coli. 
Ensuite, une incubation de 2 heures avec agitation à 200 rpm a été effectuée, et 100 μl de ce 
mélange a été étalé sur un pétri LB contenant de l’ampicilline (50 µg/ml). Le pétri a été incubé 
à 37ºC pendant 16 heures. Le lendemain, une colonie a été piquée et inoculée dans un tube 
contenant 4 ml de bouillon LB avec ampicilline (50 µg/ml). La culture bactérienne a été incubée 
à 37°C pour la nuit avec agitation à 200 rpm. Ensuite, l’ADN bactérien a été extrait à l’aide de 
la trousse Midiprep de Qiagen. La concentration de l’ADN plasmidique purifié a été déterminée 
par spectrométrie, et la taille du plasmide a été vérifiée suite à sa migration sur gel d’agarose 
0.8%.  
3.4 Expression des ARN génomiques du VHC  
Les plasmides ER1b (génotype 1b) construits des génomes VHC wt et muté, et le plasmide 
JFH1 (génotype 2a) de génome wt, ont été linéarisés en premier par l’enzyme de restriction XbaI 
ou XhoI (selon le Tableau 3.2) pendant 2 heures à 37°C, et ensuite par la nucléase mung bean 
(0.5 U) (New England Biolabs) pour 30 minutes à température ambiante pour former des 
extrémités franches. Le produit de chacune des digestions a été vérifié sur gel d’agarose 0.8%. 
Les ARN génomiques (HCVwt, HCVmut) ont été synthétisés à l’aide de la trousse T7 
MEGAscript (High Yield Transcription Kit, Ambion Inc) et 1 μg d’ADN plasmidique. Les 
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réactions de transcription ont été incubées pendant 5 heures à 37°C, suivi par la dégradation de 
la matrice d’ADN avec la TURBO DNase pendant 15 minutes à 37°C. L’ARN a été purifié avec 
le chlorure de lithium et précipité dans l’éthanol 75%. La taille des ARN génomiques a été 
vérifiée par migration sur gel de formaldéhyde-agarose. 
 
Tableau 3.2 : Liste des plasmides d’ADN utilisés pour les réactions de transcription, 





Échantillons Description Enzyme de restriction 
pER1b (wt) Plasmide ER1b (1b) sans mutations XbaI 
pER1b (VR) 
Plasmide ER1b avec mutation dans la région 
variable du 3’UTR 
XhoI 
pER1b (NS) 





Plasmide ER1b avec mutations complémentaires 
dans la région variable du 3’UTR et dans le NS5B 
XhoI 
pER1b (CS) 
Plasmide ER1b cassette sans 3’UTR + le site de 
restriction XbaI 
XbaI 
pER1b (CW) Plasmide ER1b cassette + 3’UTR de ER-1b. XhoI 
pJFH1 (wt) Plasmide JFH1 (génotype 2a) sans mutations XbaI 
Huh7.5 (-) Cellules Huh7.5 sans ARN viral  
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3.5 Transfection par électroporation  
La transfection des cultures confluentes de Huh7.5 par les ARN génomiques a été réalisée 
par électroporation. Les cellules Huh7.5 ont été rincées avec du DPBS (Dulbecco's PBS) et 
trypsinisées. Ensuite, du DMEM supplémenté a été ajouté afin d’arrêter l’activité de la trypsine. 
Suite au lavage et centrifugation, les cellules ont été remises en suspension à une concentration 
de 1 x 107 cellules/transfection dans 500 µl de milieu de transfection cytomix. Dix 
microgrammes d’ARN génomique a été ajouté à la suspension cellulaire dans un tube de 1,5 ml 
et placé sur glace pendant 10 minutes. Le mélange a ensuite été transféré dans une cuvette 
d'électroporation et pulsé deux fois à 260 V/950 μF. 
Le milieu cytomix a été préparé tel que décrit auparavant (van den Hoff, Moorman et al. 1992), 
selon la formulation suivante : 120 mM KC1, 0.15 mM CaCl2, 10 mM K2HPO4/KH2PO4 pH 
7.6, 25 mM Hepes pH 7.6, 2 mM EDTA pH 7.6, 5mM MgCl2, et supplémenté au moment de 
l’utilisation avec ATP 2mM/glutathione 5mM (ATP/GLU). Le pH final du milieu a été ajusté à 
7.6 avec du KOH 1N. Un volume total de 200 ml a été préparé et stérilisé par filtration. 
 
3.6 Viabilité cellulaire et efficacité de la transfection  
Divers milieux de transfection ont été essayés afin de pouvoir sélectionner le plus efficace. 
Ces milieux incluent : PBS, DMEM, cytomix, et DMEM + ATP/GLU. 
Suite à la transfection, la cuvette a été mise sur glace pendant 5 minutes, et les cellules 
transfectées ont été transférées dans deux plaques de six puits contenant chacune 4 ml de milieu 
de culture DMEM supplémenté. Les cellules ont été incubées à 37ºC dans 5% CO2 pour une 
période de 24 heures afin de permettre aux cellules viables de se fixer sur la plaque de culture. 
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Après 24 heures, le milieu a été aspiré et remplacé par 4 ml de DMEM frais. Les cellules ont 
été incubées de nouveau à 37ºC pendant 24 heures. Ensuite, les cellules non viables en 
suspension ont été aspirées et les cellules adhérentes ont été lavées avec du DPBS, trypsinisées, 
et centrifugées dans 100 µl de DPBS.  
La viabilité cellulaire a été déterminée par la technique d’exclusion du bleu de trypan à l’aide 
d’un hématimètre et visualisation microscopique à 400X. Le pourcentage des cellules claires 
(viables) versus les cellules bleues (mortes) a été calculé.  
Afin de vérifier l’efficacité de la transfection, nous avons transfecté le pHook-GFP dans des 
cellules Huh7.5 sous les mêmes conditions que décrites ci-dessus, et avons compté le nombre 
de cellules exprimant la protéine verte fluorescente sur un total de 200 cellules.  
 
3.7 Cinétique de production du VHC  
La transfection de l’ER1b et JFH1 dans les cellules Huh7.5 a été réalisée dans le milieu 
cytomix préparé selon la formulation indiquée ci-dessus. Suite à la transfection, les cellules ont 
été transférées dans deux flacons T75 contenant chacun 10 ml de milieu de culture DMEM 
supplémenté.  
Vingt-quatre heures post transfection, les cellules ont été lavées avec du DPBS, trypsinisées et 
centrifugées à 1200 rpm pendant 10 minutes, tel que décrit dans la section précédente. Ensuite, 
5 ml de DMEM a été ajouté au culot cellulaire de chaque transfection. Le 5 ml de chaque 
mélange cellulaire a été distribué dans cinq flacons T25, à raison de 1 ml par flacon. Ensuite, 5 
ml de DMEM a été ajouté à chaque flacon et les cultures ont été incubées à 37°C dans 5% CO2. 
Des extractions séquentielles de l’ARN du surnageant des cultures ont été effectuées à partir du 
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jour 0 et jusqu’au jour 9 post-incubation. La technique RT-qPCR a été effectuée à l’aide de la 
trousse « QuantiTect SYBR Green RT-qPCR » (Qiagen) pour quantifier les particules virales 
ER1b et JFH1 relâchées dans le surnageant des cultures. 
3.8 Extraction de l’ARN du surnageant  
L'ARN viral a été extrait à partir de 250 µl de surnageant des cultures transfectées. Pour 
éliminer le débris cellulaire, une centrifugation à 13 000 rpm durant 10 minutes a été effectuée 
et le surnageant a été transféré dans un autre tube eppendorf.  Ensuite, 10 µl de glycogène et 
500 µl de TriReagent (Molecular Research Center, Inc.) ont été ajoutés au tube contenant le 
surnageant, suivi par une incubation de 5 minutes à la température ambiante pour permettre la 
dissociation complète des complexes nucléoprotéiques. Une fois la dissociation complétée, 100 
μl de chloroforme a été ajouté et le contenu de tube a été mélangé en brassant vigoureusement. 
Le tube a été incubé à la température ambiante pour 5 minutes et centrifugé à 12 000 x g pendant 
15 minutes à 4ºC. Ensuite, la phase aqueuse qui se retrouve sur le dessus a été transférée dans 
un nouveau tube eppendorf pour la précipitation de l’ARN.  
Afin de précipiter l’ARN, 250 μl d’isopropanol ont été ajouté et le contenu du tube a été mélangé 
par inversion. Le tube a été incubé à température ambiante pendant 10 minutes suivi par une 
centrifugation à 12 000 x g de 10 minutes à 4ºC. Le culot a été lavé avec 500 μl d’éthanol à 75% 
et centrifugé à 12 000 x g pendant 5 minutes. Le surnageant a été soigneusement aspiré et le 
culot séché à l’air pendant 5-10 minutes. Ensuite, 15 μl d’H20 stérile déionisée a été ajouté et le 





3.9 Extraction de l’ARN des cellules transfectées  
Pour permettre l’extraction des ARN viraux des cellules Huh7.5 transfectées, les cellules 
ont été lavées avec du DPBS. Ensuite, 1 ml de TriReagent a été ajouté aux flacons afin de 
décoller les cellules et permettre la dissociation complète des complexes nucléoprotéiques, suivi 
par une incubation de 5 minutes à température ambiante. Ensuite, les mêmes étapes décrites ci-
dessus pour l’extraction de l’ARN du surnageant des cultures transfectées ont été suivies.  
3.10 Quantification de l'ARN génomique du VHC  
La quantification de l'ARN et la production virale ont été réalisées par RT-qPCR à l’aide 
de la trousse « QuantiTect SYBR Green RT-qPCR » pour avoir le nombre de copies d'ARN 
génomique du VHC. Les séquences des amorces utilisées sont : 5’-
AGAGCCATAGTGGTCTGCGG-3’ (sens) et 5’-CTTTCGCGACCCAACACTAC-3’ 
(antisens). Le GAPDH est un gène cellulaire exprimé de façon constitutive. L’ARN du GAPDH 
a été amplifié en parallèle afin de normaliser l’ARN viral et de servir de contrôle positif à cette 
réaction (Tableau 3.3).  





T7 pol:GAPDH sens   gtaatacgactcactatagggagaCGAGCCACATCGCTCAGACAC 
   GAPDH antisens CTTCCTCTTGTGCTCTTGCTG 
Sonde**  
   Sens GTG AAG GTC GGA GTC AAC 
Antisens TGG AAT TTG CCA TGG GTG 








L'ADNc du VHC a été amplifié et quantifié à l’aide de l’appareil Mx3000P real-time PCR 
thermocycler (Stratagene Inc.) pendant 45 cycles. Chaque cycle est constitué d’une étape de 
dénaturation de 15 secondes à 94°C, suivie par l’étape d’hybridation à 59°C pour les amorces 
VHC et à 55C pour les amorces GAPDH pendant 30 secondes, et une étape d’élongation à 
72°C pendant 30 secondes.  
La quantité d'ARN du VHC a été normalisée selon la quantité d'ARN cellulaire totale. Des 
dilutions de l'ARN synthétique du VHC ER1b allant de 108 à 102 copies ont servi de référence 
pour la standardisation. Un organigramme incorporant les principales étapes méthodologiques 
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4.1 Observation de séquences complémentaires permettant 
l’appariement entre le VHC 3’UTR VR et le NS5B  
Au préalable, notre laboratoire a observé une structure tertiaire duplexe dans l’ARN VHC, 
composée de séquences conservées à l’intérieur des génotypes. Ces séquences impliquent le 
3’UTR VR (position 9387-9398) et une région distale située dans le NS5B (position 9107-9119) 
(Tableau 4.1). À partir de cette observation, et du fait que le VR soit immédiatement adjacent 
aux séquences poly (U/UC) qui sont impliquées dans la réplication du génome viral, nous avons 
entamé une série d’expériences à savoir si les séquences impliquées dans l’appariement entre le 
3’UTR VR et le NS5B peuvent modifier le taux de synthèse de l’ARN viral. 
 
Tableau 4.1 : Comparaison de la structure duplexe VHC 3`UTR VR:NS5B chez le 














ACACUCCAGGCC 100 (12/12) GGCCAGGAGCGU 100 (12/12) 
VHC 1a 
(H77) 
ACACUCC_GGCCU 92 (11/12) GGCCCGGAGCGU 92 (11/12) 
VHC 2a 
(JFH1) 
ACACACUAGGUA 66 (8/12)    AUCCAGUUGGUU 50 (6/12) 





4.2 Cytomix permet une meilleure viabilité cellulaire et 
efficacité de transfection  
Il fallait déterminer à priori le meilleur milieu pour l’électroporation des cellules Huh7.5. 
L’utilisation du cytomix avait été décrite auparavant (van den Hoff, Moorman et al. 1992). Nous 
avons vérifié la performance du cytomix dans un essai dont le but était de le comparer avec le 
PBS, le DMEM et le DMEM + ATP/GLU. L’utilisation du plasmide pHook-GFP nous a permis 
de vérifier l’efficacité de la transfection. Nos résultats démontrent que le cytomix et le DMEM 
+ ATP/GLU favorisent davantage la viabilité cellulaire comparativement au PBS et au 
DMEM (Tableau 4.2). L’efficacité de la transfection était supérieure lors de l’utilisation du 
cytomix (Tableau 4.2). Dans l’ensemble, ces résultats indiquent que le cytomix constitue le 
meilleur milieu pour la transfection des cellules Huh7.5, ce qui concorde avec l’étude antérieure 
(van den Hoff, Moorman et al. 1992).  
Tableau 4.2: Effet de divers milieux de transfection sur la viabilité cellulaire et 




% efficacité de la 
transfection* 
PBS 8.0  
PBS + GFP 24.0 2.9 
DMEM 41.0  
DMEM + GFP 11.3 3.0 
Cytomix 44.1  
Cytomix + GFP 32.9 10.0 
DMEM + ATP/GLU 43.7  
DMEM +ATP/GLU + GFP 26.1 5.8 
*Les chiffres sont la moyenne de trois expériences.  
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4.3 Détermination de la fenêtre temporelle de production du 
VHC suite à la transfection des cellules Huh7.5 
À l’aide de courbes de croissance, nous avons déterminé premièrement le cycle temporal 
de production virale dans le surnageant des cultures Huh7.5 transfectées par ER1b (génotype 
1b) et JFH1 (génotype 2a). Le JFH1 (Wakita, Pietschmann et al. 2005) a été inclus pour qu’on 
ait un indice de comparaison connu. Le niveau d’ARN viral dans les milieux de culture a été 
quantifié par RT-qPCR à chaque 48 heures, et ce à partir du 2e ou 3e jour post-transfection. La 
Figure 4.1 est représentative des courbes de croissance obtenues pour chacun des deux virus. 
Selon cette courbe, la quantité d’ARN de l’ER1b récupérée au 3e jour post-transfection était 
l’équivalent de 9,91x103 copies/ml (Figure 4.1A). Pour le JFH1, la courbe montre une quantité 
de 2,13x105 copies/ml au 2e jour post-transfection (Figure 4.1B).  
Les courbes de croissance ont démontré une augmentation constante d’ARN viral dans le 
surnageant de cultures transfectées par ER1b, avec l’atteinte d’un pic de 2,05x105 au 9e jour 
post-transfection (Figure 4.1A). Pour JFH1 la quantité d’ARN viral a augmenté jusqu’au plateau 
atteint au 8e jour avec 1,2x106 copies/ml (Figure 4.1B).   
Ces données indiquent que la réplication du VHC ainsi que la libération de particules virales 
des cellules Huh7.5 transfectées surviennent pendant au moins 9 jours. Ceci nous a permis de 
déterminer la fenêtre de production virale afin de pouvoir gauger le temps d’observation pour 











Figure 4.1 : Cinétique de production du VHC.  A) Sécrétion du VHC ER1b notée pendant 11 
jours post-transfection dans les cellules Huh7.5. B) Sécrétion du VHC JFH1 pendant 9 jours post-
transfection dans les cellules Huh7.5. L'ARN viral a été extrait du surnageant des cultures 
séquentiellement à chaque 48 heures et quantifié par RT-qPCR. Les amorces GAPDH ont été employées 
pour normaliser l’ARN. L’expérience a été répétée trois fois. Malgré la grande variabilité dans la 
production virale, les données des trois expériences ont montré la même tendance. Les résultats d’une 












































































4.4 Comparaison des niveaux d’ARN viral des mutants vis-à-
vis le virus original 
Les courbes de croissance nous ont indiqué que le pic de production virale survient autour 
du jour 9 post-transfection. Ainsi nous avons retenu cette fenêtre temporelle durant laquelle il 
serait possible de comparer l’effet de l’appariement entre la VR du 3′UTR (9378-9398) et la 
région NS5b (9107-9119) sur la réplication du VHC.   
Des mutations dans ces deux régions ont été produites et les ARNs ont été synthétisés in vitro à 
l’aide de l’ARN pol T7, tel qu’expliqué dans le chapitre Matériel et méthodes. L’une (9119-
UGCGAGGACCGG-9108) est dans la région NS5B, et l’autre (9387-ACACUCCAGGCC-
9398) est dans la 3’UTR-VR. Les lettres en gras représentent les séquences mutées, sans 
toutefois causer d’altérations des acides aminés qui en dérivent. De plus, un ARN avec une 
double mutation complémentaire dans ces deux régions a été généré. La Figure 4.2 montre 
l’endroit des mutations (Figure 4.2A) et les ARNs migrés sur un gel de formaldéhyde-agarose 











Figure 4.2 : Les endroits mutés des régions 3’UTR-VR et NS5B du génome VHC et synthèse des 
ARNs génomiques. A) Une représentation schématique (adaptée de (Li, Yamane et al. 2015) démontrant 
la localisation des mutations dans le génome du VHC. La flèche bleue (1) indique la mutation dans la 
région NS5B (9119-UGCGAGGACCGG-9108). La flèche bleue (2) pointe à la mutation dans le 
3’UTR-VR (9387-ACACUCCAGGCC-9398). Les lettres en gras représentent les séquences ayant été 
mutées. B) L’ARN génomique de l’ER1bwt et muté et l’ARN génomique de JFH1 suite à leur migration 
sur gel de formaldéhyde-agarose. 1- ARN-ER1b avec mutation dans la région NS5B. 2- ARN-ER1b 
avec mutation dans la région variable du 3’UTR. 3- ER1b avec une double mutation complémentaire 
dans la région variable du 3’UTR et du NS5B. 4- ARN-JFH1 sans mutation. 5- ARN-ER1bwt. 6- ER1b 
cassette sans 3’UTR avec le site de restriction XbaI. 
Les cellules Huh7.5 ont été transfectées par l’ER1bwt, ER1bmut et JFH1wt. Les ARN viraux 
totaux ont été quantifiés par RT-qPCR au 3ème jour et au 9ème jour post-transfection afin de 
pouvoir comparer la production virale des mutants vis-à-vis la souche sauvage.  
 
La Figure 4.3 démontre que la mutation des séquences 3’UTR-VR du VHC 1b ou des séquences 
complémentaires dans la région NS5B et présentées sous forme d’une cassette VHC donnent 























Les niveaux ARN pour deux constructions mutantes du VHC ressemblent davantage aux 
niveaux d’ARN obtenus pour HCV 2a qui, contrairement au VHC 1b, forme un duplex 
VR:NS5B moins étendu (Tableau 4.1). La construction HCV 1b qui contient les mutations 
complémentaires dans les séquences VR and NS5B avec potentiel de former un duplex 
VR:NS5B similaire au VHC 1b parental démontre une augmentation des niveaux d’ARN de 
2.6X. Malgré que nos trois essais expérimentaux indiquent que la mutation des séquences VHC 
1b VR ou des séquences complémentaires dans la région NS5B corrèlent avec une augmentation 
des niveaux d’ARN, l’analyse par le t-test des moyens n’a pas démontré une signification 
statistique robuste lorsqu’on fait la comparaison avec les niveaux d’ARN obtenus par 
transfection de la cassette VHC 1b ayant un 3’UTR non muté (p=0.054 pour NS; p=0.11 pour 








Figure 4.3 : Les niveaux comparatifs d’ARN viral des mutants VHC versus le VHC 1bwt 
au 9éme jour. La réplication de l’ARN génomique du VHC 1bwt versus les constructions du VHC 
1b qui contiennent le VHC 2a 3'UTR, la mutation dans NS5b (NS), la mutation dans le 3’UTR 
(VR), et la construction VHC 1b qui contient les mutations complémentaires dans NS and VR. 
La valeur arbitraire de 1 a été attribuée à la réplication de l’ARN VHC 1bwt. Les histogrammes 











Des exemples d’appariement entre des séquences d’ARN situées à distance ont été 
rapportés chez certains membres des Flaviviridae. Ces appariements peuvent se faire 
directement entre bases complémentaires, ou par l’intermédiaire de protéines (Thurner, Witwer 
et al. 2004, Alvarez, Lodeiro et al. 2005). Le génome du VHC héberge un réseau complexe 
d'interactions ARN-ARN distales qui existent en équilibre dynamique. Ensemble, ces 
interactions modulent l'initiation des événements viraux essentiels et contrôlent le passage entre 
les différentes étapes du cycle viral (Shetty, Kim et al. 2010, Romero-Lopez and Berzal-Herranz 
2012, Palau, Masante et al. 2013, Shetty, Stefanovic et al. 2013).  Cependant, la fonction de ces 
interactions génomiques dans la réplication du VHC reste encore à élucider.  
Suite à l’identification in situ par notre laboratoire d’un duplex entre des séquences du 3’UTR 
VR et du NS5B (Rance et al. 2013), nous avons proposé l’hypothèse que ce duplex puisse avoir 
un rôle sur la réplication du VHC. Cette idée dérive du fait que la région duplexe soit localisée 
adjacente au poly (U/UC) qui est connu pour son implication dans la réplication virale (Yi and 
Lemon 2003).   
Nous avons abordé le projet par la création de mutations dans les régions appariées afin de 
brimer la formation du duplex. À cette fin notre premier défi était l’amélioration de l’efficacité 
de la transfection des génomes viraux du VHC dans les cellules Huh7.5. Nos résultats 
confirment que le milieu cytomix, qui contient l’ATP/GLU, donne la meilleure viabilité 
cellulaire (32.9%) et efficacité (10%) suite à la transfection. Nous avons ainsi utilisé ce milieu 
dans nos essais de transfection. 
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Dans un second temps, nous avons déterminé la fenêtre temporelle de production du VHC 
(ER1b et JFH1) suite à la transfection des cellules Huh7.5 afin d’identifier le jour où les 
particules virales atteignent un niveau maximal de production. Une étude semblable a été 
réalisée par une équipe japonaise qui a examiné la cinétique de production de particules virales 
suite à l’infection des cellules Huh7 par le virus JFH1 (Wakita and Kato 2006). Ainsi nous avons 
inclus la JFH1 comme référence dans notre expérience. 
Nos données pour l’infection à l’ER1b démontrent que le bas de la courbe survient au 3e jour 
post transfection (9,91 x 103 copies/ml) et le haut de la courbe survient au 9e jour post-
transfection (2,05 x 105 copies/ml). Avant le 3ème jour on décèle l’inoculum utilisé lors de la 
transfection, tandis qu’après 3 jours on décèle du virus produit de novo. Comparativement au 
virus JFH1, la croissance du virus ER1b est plus modérée, ce qui concorde avec les résultats 
publiés auparavant (Kato, Date et al. 2006).  
Suite à ces expériences préliminaires, nous avons étudié l’influence de l’interaction ARN-ARN 
distale du duplex 3’UTR VR-NS5B sur la réplication du VHC de génotype 1b (ER1b). Selon 
des études précédentes, la région 3′UTR aurait un rôle important dans la réplication du VHC 
(Friebe and Bartenschlager 2002, Yi and Lemon 2003). Des travaux plus récents ont fait valoir 
que les structures conservées de forme ‘tige-boucle’ situées dans la séquence NS5B coordonnent 
et renforcent la réplication du VHC par des appariements de base avec le 3’UTR (Diviney, 
Tuplin et al. 2008). Alors, afin de déterminer si notre duplex avait lui aussi un rôle dans la 




À l’aide de la technique RT-qPCR, nous avons observé une augmentation du niveau de l’ARN 
suite à la transfection des mutants VR et NS comparativement au niveau de l’ARN viral de 
l’ER1b parental (Figure 4.3). Nos données suggèrent que lorsqu’on brime le duplex par 
l’altération des séquences respectives localisées dans le 3’UTR VR ou le NS5B, il y a une 
augmentation de 5.3X et de 3.4X dans le niveau d’ARN viral produit comparé à l’ER1b parental. 
Le niveau d’ARN viral obtenu suite à la reconstitution des deux sites complémentaires est de 
2.6X comparé à celui obtenu lors de la transfection de la cassette d’ER1b parental.  
Bien que ces résultats n’atteignent pas un niveau de confiance statistiquement significatif, ils 
font valoir une tendance vers la hausse comparée au virus parental. Notamment, la fonction du 
duplex en question entre les séquences du 3′UTR-VR et du NS5B serait de moduler la synthèse 
de l’ARN viral. Il serait à propos de vérifier ces résultats par d’autres méthodes. Par exemple, 
cette vérification pourrait se faire au niveau protéique moyennant la technique de fluorescence 
à l’aide d’un anticorps spécifique pour une protéine encodée par le VHC (comme la NS5A). 
Aussi, étant donné que les cellules transfectées par l’ARN de l’ER1b sont productrices de 
particules virales infectieuses (Rance et al. 2013), nous pourrions récolter les surnageants au 9e 
jour, les inoculer sur des cellules Huh7.5 naïves, et titrer le virus produit. Cependant, ces 
méthodes de vérification ne tiennent pas compte d’un problème inhérent dans notre système. En 
fait, suite à réflexion, nous sommes d’avis que la technique de transfection par électroporation 
n’ait pas permis la précision souhaitable pour bien quantifier les différences de production virale 
entre nos mutants et le virus parental. Donc, nous proposons de répéter les expériences en 
utilisant d’emblée l’infection virale au lieu de la transfection. L’infection permettra un meilleur 
contrôle sur la quantité de l’inoculum/cellule via le calcul d’unités infectieuses, ce que la 
transfection par électroporation ne peut pas offrir dû au taux élevé de mortalité cellulaire. Il 
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serait aussi envisageable d’utiliser des méthodes de transfection moins toxiques pour les 
cellules. 
Enfin, une méthode encore plus précise pour mesurer la réplication virale, sans interférence par 
l’ARN génomique du VHC dans l’inoculum au moment de la transfection, serait de rechercher 
le brin de polarité négative qui est synthétisé de novo et qui sert d’intermédiaire de la réplication 
virale. On utiliserait la technique de RT-PCR à l’aide d’une amorce spécifique pour repêcher 
d’abord le brin négatif, suivi par la qPCR pour amplifier le produit de cette première 
amplification. 
Les génotypes du VHC se différencient par leur capacité réplicative. Bien que la 3'UTR VR soit 
hétérogène, de la part de sa longueur et de sa composition, entre les différents génotypes (Han 
and Houghton 1992, Tokita, Okamoto et al. 1996), elle est hautement conservée à l’intérieur 
d’un même génotype (Kolykhalov, Feinstone et al. 1996, Yanagi, Purcell et al. 1997, Yanagi, 
St Claire et al. 1998). La création de mutations dans les séquences du 3’UTR VR qui forment 
un duplexe avec des séquences complémentaires du NS5B, et la construction de cassettes des 
3’UTR spécifiques aux génotypes 1b et 2a, faciliteront des études perspectives permettant 
d’inter-changer le 3’UTR d’un génotype à un autre afin d’élucider l’impact du VR sur la 
réplication virale. Ainsi, le travail substantiel que j’ai fait lors de la conception et construction 
des cassettes est un bénéfice escompté de ce projet de maîtrise. 
La structure génomique des hépacivirus partage de nombreuses ressemblances et particularités 
avec les pestivirus de la famille Flaviviridae. Selon une étude de la séquence nucléotidique du 
3'UTR des pestivirus, les auteurs ont identifié une région variable et une région conservée 
localisées dans l'extrémité 3'UTR (Deng and Brock 1993). En fait, l’organisation du génome et 
62 
 
la stratégie de traduction des pestivirus sont très similaires à celles des hépacivirus. Cependant, 
la ressemblance structurelle du 3’UTR et l’hétérogénéité élevée de la séquence nucléotidique de 
la VR suggèrent que cette dernière n’ait pas une fonction critique à la réplication virale. Les 
investigateurs de l’étude postulent que la VR serve d’élément auxiliaire afin de maintenir la 
structure fonctionnelle d'autres régions génomiques. Nos résultats vont dans le même sens, 
suggérant que la VR pourrait servir de switch moléculaire pour moduler la réplication virale, 
par exemple lors de la transition de la synthèse ARN de brin (-) au brin (+) et vice-versa. 
Cette étude a permis un premier regard sur la fonction d’un duplex entre le 3’UTR VR et son 
complément dans NS5B. Malgré que les résultats ne soient pas concluants par rapport aux 
statistiques, les données obtenues sont intéressantes, nous permettant de raffiner 
l’expérimentation afin d’augmenter la précision des mesures et arriver à une meilleure 












La pathogenèse de l'hépatite C est intimement liée à la capacité du VHC à persister 
longtemps dans la plupart des personnes infectées. Les mécanismes de la persistance du VHC à 
long terme demeurent incomplètement caractérisés.  
Divers facteurs viraux et cellulaires peuvent influencer le cycle de réplication du VHC. L’un de 
ces facteurs est l’arrangement structural secondaire et tertiaire du génome VHC.  Nos résultats 
soutiennent l’idée que les structures génomiques ont un impact sur la réplication virale. En fait, 
nos données suggèrent qu’une fonction potentielle du duplex incorporant les séquences 
respectives du 3’UTR VR et leurs compléments dans le NS5B est d'agir de modulateur de la 
synthèse d'ARN viral. 
L’hépatite C est une infection chronique et indolente, de sorte que les individus infectés ne 
réalisent pas d’avoir attrapé le virus jusqu'à ce que des symptômes cliniques émergent, y compris 
la jaunisse, l’urine foncée et la fatigue. Bien qu’il existe des médicaments antiviraux contre le 
VHC permettant de guérir environ 90% des sujets infectés par ce virus et réduisant ainsi le risque 
de décès dû à la cirrhose et au cancer hépatique, le coût exorbitant de ces médicaments ne les 
rend pas à la portée de tous. Une meilleure compréhension des interactions distales permettra 
de déterminer si l’identification de ces structures met en évidence d’autres cibles pour le 
développement de traitements antiviraux. Sur un plan purement fondamental, la continuation de 
cette étude permettra d’éclairer les détails du processus de réplication du VHC et, par extension, 
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